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本研究では、代表的な β ラクタム系抗生物質である、ペニシリン系のペニシリン G (PCG) と、最近開発され臨
床使用において痩筆が多く発生したセフェム系抗生物質のセフォセリス (CFSL) の GABAA受容体への作用を、
Xenopus 卵母細胞上に発現させた野生型及び変異型マウス GABAA受容体を用いて解析・検討した。
【方法ならびに成績】
Xenopus 卵母細胞に注入する α1、 β2、及び、 γ2s 各 GABAA受容体サプユニット cDNA は、卵母細胞において
安定した受容体発現を促進するために、アフリカツメガエル (Xenopus laevis) の β グロプリン蛋白を
multicloning site の両側に挿入した改造型 pBluescript (pBl uescriptMXT) プラスミド内にサブクローニングを行っ
た。大腸菌内で増殖させたプラスミド DNA を、 Qiagen プラスミド精製キットを用いて精製抽出し、制限酵素 (β2、
及び、 β2Y256F は BgII ;α 、及び、 γ2s は Pvull を使用)によって切断することにより各 cDNA テンプレート
を作成した。さらに Ambion T3 RNA メッセージ作成キットを用いて cDNA の翻訳を行い mRNA の合成を行った。
GABAA受容体 ß2サプユニットの第256番アミノ酸チロシンのフェニルアラニンへの点変異 (β2Y256F; 代表的な
非競合的阻害薬である picrotoxin の阻害効果を廃絶)は Stratagene の Quik Change TM Site-Directed 
Mutagenesis キットを用いて作成した。挿入された点変異は DNA シークエンサーにて変異配列の確認を施行した。
マウス GABAA受容体は、それぞれをコードする各サプユニット (α1、 β2、 β 2Y256F 及び γ2) mRNA を希望
の組み合わせ (α1β2r 2s、 αlβ2Y256Fγ2s) ごとに Xenopus 卵母細胞に注入し、 24-72時間培養することにより
4斗晶
卵細胞上に recombinant 受容体を発現させた。そして、 α1β2γ2s、 α1β2Y256F i 2s 受容体に対する PCG 及び
CFSL の作用を 2 電極電位固定法を用いて調査した。
結果であるが、 PCG、と CFSL はともに GABA によって誘発された電流を濃度依存性に抑制した。 α1β2γ2s
サプユニット GABAA受容体に対する IC50は、 PCG 557.1:t 125.4 μM、 CFSL185.0土26.6μM であった。 PCG の作用
は非競合的阻害であり、 CSFI は競合的限害を示した。
β2サプユニットの第256番目のアミノ酸であるチロシンをフェニルアラニンへ点変異して得られた β2Y256F (代
表的な非競合的阻害薬である picrotoxin の阻害効果を廃絶)を組み込んだ α1 ß2Y256F γ2s 受容体においては、




より PCG と CFSI はともに GABAA受容体機能を阻害するが、その作用メカニズムは異なるであろうこと、すなわ
ち PCG は非競合的、 CFSL は競合的なメカニズムを示すことが明らかにされた。さらに、 PCG は点突然変実験によ










本研究では、 GABAA受容体への β ラクタム系抗生物質、ペニシリン G (PCG) 及びセフォセリス (CFSL) の作
用を、 Xenopus 卵母細胞上に発現させたマウス GABAA受容体を用いて解析・検討した。
本実験より PCG、 CFSL はともに GABAA受容体機能を阻害するが、その作用メカニズムは異なるであろうこと、
すなわち PCG は非競合的、 CFSL は競合的なメカニズムを示すことが明らかにされた。さらに、 PCG は点突然変実
験による検討によって、イオンチャンネルを形成する M2膜貫通部位の picrotoxin 作用部位近傍に作用部位が存在
することが推測された。
本研究は、ペニシリン系抗生物質の樫筆誘発作用の分子レベルでのメカニズ、ム解明に寄与するものであり、また、
安全な薬剤設計開発に役立つものと考えられ、学位に値すると考えられる。
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